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電子スピン共鳴装置を用いた好中球活性酸素種生成能の評価
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　PMAとOZで刺激 した場合、好中球の呼吸爆発は等しい。 しか しながら、呼吸爆発で消費された酸素
と生成 されたスーパーオキシ ドは化学量論的に等 しいにもかかわらず、シ トクロムC還元法で測定され
た好中球スーパーオキシド生成能は、PMA>OZという結果になる。 これはシトクロムC還元法ではOZ
刺激によるスーパーオキシド生成能を正確に評価で きていないことを示唆する。そこで本研究は、細胞
浸透性のあるCM-Hを用いたESR法でPMAとOZ刺激による好中球スーパーオキシ ド生成能を測定した。
その結果、CM-HによるESR法では、PMA<OZという結果だった。OZ刺激による好中球スーパーオキ
シ ド生成能の高値は、スーパーオキシドが他の作用によってシグナルとして現れ、CM-Hアダク トが形
成された可能性が考えられる。また、PMA刺激による好中球スーパーオキシ ド生成能ではCM-Hとシ ト
クロムC還元法で有意な相関関係が認められた。 よって、CM-HによるESR法は、PMAとOZのどちらで
も好中球スーパーオキシド生成能の測定に有効であることが明らか となった。
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Measurement of superoxide-generating activity of neutrophils using electron spin resonance
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A similar respiratory burst of neutrophils was found after stimulated by phorbol 12-myristate 13-acetate(PMA)and
opsonized zymosan(OZ)using a Clark typeoxygen electrode. However, cytochrome c eduction assayresulted
that PMA-stimulated s peroxide generation was higher than OZ-stimulated in spi  of stoichiometric c nve sion of
oxygen to superoxide an onduring therespiratory burst. Thisdiscrepancy suggested that superoxide-generating
activity of neutrophils may be underestimated by cytochrome c eduction assaywhen OZ was used asa stimulus.
Therefore this study was examined superoxide-generating activity of neutrophils by ESR spin probe assay [electron
spin resonance(ESR)spectroscopy with a spin-tra ping egent,cellpermeability 1-hydroxy-3-methoxycarbonyl-
2,2,5,5-tetramethyl-pyrrolidine(CM-H). The result shows that OZ-stimulated superoxide-generating activity of
neutrophils by ESR spin probe assay was higher rather than PMA-stimulated. Also, th re was asignificant
relationship(r=0.64,p<0.01)between superoxide-generating activityof n utrophils by ESR spin probe assay and
cytochrome c eduction assaywhen PMA was used asa stimulus. It is concluded that ESR spin probe assay is
useful technique to evaluate superoxide-generating activity of neutrophils by both PMAand OZ stimulus.
Key Words:Superoxide, Respiratory burst, Cytochrome C reduction, Hydroxylamine-CM-H, Spin probe assay
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1.緒 　 言
　 白血球の1種 である好中球は、非特異的免疫機能の最前
線 を担 ってお り、活性 酸素種(Reactive　Oxygen　Spicese;
ROS)を生成 して異物 を殺菌する。異物が好 中球 によって
認識 される と、不可逆 的な細胞膜の陥入が起 こる。細胞膜
はその表面 に付着 した異物 を包 み(食 胞 の形成)、ROSを
生成 し殺菌を行 う。最初に生成 されるROSは、スーパー オ
キシ ド(oz)で ある。02の 生成は、細胞膜 と細胞質 に局
在 す る02　生 成酵 素 で あ る還 元 型NADPH(Reduced
nicotinamide　adenine　dinucleotide　phoshate)　oxidaseによっ
て行 われる。NADPH　oxidaseは、細胞 内のペ ン トース リン
酸回路 に由来す るNADPHを基質 とし、酸素 を1電子還元す
ることで02一を生成する1・2)。02は、その後、 より殺傷性
の強いROSへと変化することか ら、　ROSの前駆体 となるOz一
の生成能は、殺菌能の指標 となる3,4・J)。
　In　vitroで好 中球oz生 成能を測定する場合、液性刺激物
質や食細胞粒 子、バ クテリア等 の様 々な刺激剤が用い られ
る。 この中で、PMA(Phorbol　l2-myristate　13-acetate)と
ヒ ト血清な どでオプ ソニ ン化 したザ イモザ ン(Opsonized
zymosan;OZ)が最 も使用頻度が高い。　PMAは シグナル伝
達機構 の終末 に位置 す るプロテ インキナーゼC(Protein
㎞ase　C;PKC)を活性化 し、　oz一生成酵素であるNADPH
oxidaseの構成要素 をリン酸化 させ ることで、0ジ を生成 さ
せ るs7)。よって、　PMA刺激 による好中球〇三　生成能の測
定 は、食胞の形成や シグナル伝 達機構の関与がほとんどな
く、NADPH　oxidaseの活性 を直接測定 していることに近い。
一方、OZは細 胞膜上の受容体 と結合す る ことで食胞 を形
成 させ、複雑 なシグナル伝達機構 を活性化 して、NADPH
oxidaseから0グを生成 させる刺激剤であるa.9)。この こと
か ら、OZ刺激で は、好 中球が生体 内で異物 を殺菌 して い
るのに極 めて近い状態で、02生 成能 を評価 してい るとさ
れている。
　 好 中球oz一生成能 を定量化する方法 として最 も広範 に用
い られているのは、 シ トクロムC還元法 である8)。シ トク
ロムCはα 一に対 して選択性 が高 く、その還元型は550nmの
波長を特異的に吸収す ることが明 らか になってい ることか
ら、間接的 に光学測定が容易である。 また、還元型 シ トク
ロムCは 、連鎖反応が 少な く安定 してい ることも明 らか と
なっている。 しか しなが ら、 シ トクロムCは分子量が大 き
く、細胞膜の浸透性 がないため、細胞 内(食 胞 内)の0,一
生成 を定量するには不 向 きである1°〉。 さらに、1度 の測定
に10～20分の時間が必要 となるため、多 くの検体 を経時的
に測定す るには適 さない。 これ までの調査で、好 中球02一
生成能(PMA刺 激)は 、血液 か ら単離 後、比 較的短時間
で低下 して しまうことが明 らか となっている(予備実験1、
図1)。
　 好 中球は安静状態では 自然呼吸 に伴い微量の酸素を消費
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図1.PMA刺激好中球 スーパーオキシ ド生成能における
　　　経時的変化.
　　　時刻の"0"は,分 離直後のスーパーオキシ ド生成
　　　能の値を示 している.
しているが、前述 した刺激剤等によって活性化されると、
呼吸バース トと呼ばれる急激な酸素消費が生じるL3.　I//。
この代謝経路では以下の式(1)で 示されるように、2分
子の酸素が消費されると、2分 子の0ゴが生成され、両者
の関係は化学量論的に等しいことが明らかとなっている,.2・
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　 しか しなが ら、PMAとOZを 刺激剤 として用いた場合、
呼吸バース トでの酸素消 費量 は等 しいにもかかわ らず、 シ
トクロムC還 元法で02一生成能 を測 定する と、OZでの測定
値がPMAの それ よ りも低値 を示 した(予 備実験2、 図2
A、B)。 図2Bと 同様 なこ とが多 くの研 究で報告 され て
いる2・5,13.14)。これはOZ刺激が食胞の形成 を促すため、食
胞内で生成 されたα 一をシ トクロムC還元法では評価で きて
いない ことを示唆す る。
　 以上の ことか ら、刺激剤 であるOZは 生体内 に極め て近
い状 態で の好 中球α 一生成能 を導 き出す ことがで きるが、
シ トクロムC還元法 では十分 にその能力 を評価 で きていな
い こと、好 中球oz生 成能 は、血液か ら単離後、比較 的短
時間で低 下 して しまうが、 シ トクロムC還元法 では測定 に
時間を要す る等の問題が挙げ られる。 よって、今後、健康
科学やスポー ツ科学 において好 中球of一生成能 を評価す る
場合、刺激剤 としてOZを用 いて、短時間で精度 の高 い新
たな測定法の開発が必要 である。
　 電子 スピン共鳴(electron　spin　resonance;ESR)装置は、
0ジを特 異的に捕捉 し、直接 的に検 出 ・定量化 で きる唯一
の 方 法 で あ る151。最 近 で は 、ESRと1-hydroxy-3-
methoxycarbonyl-2,2,5,5-tetrame-thylpyrrplidine　(CM-
H)の ような循環 ヒ ドロキシルア ミンを併用 したスピンプ
ローブ法が開発 されて きた。循環 ヒ ドロキ シルア ミンは、
0ジと素早 く反応 し、安 定 したニ トロキ シ ドを形成す るた
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図2.PMAおよびOZ刺激による好中球の酸素消費量(A)と 好中球スーパーオキシ ド生成能(B)
め、長い半減期 を有 してい る。 また、細胞浸透性のある も
の(CM-H)や 細胞 浸 透性 の ない もの(1-Hydroxy-4-
phosphonooxy-2,2,6,　Frtetramethylpiperine;PP-H)等が
あ り16,17,'x,is)、これ らを使 い分 けることに よって、部位特
異的な02一の検出が可能 となる。
　 よって本研究では、ESRにおいて環状 ヒ ドロキ シルア ミ
ンに よるス ピンプロー ブ法 を用いてOZお よびPMA刺 激好
中球02生 成能 を評価 し、 これ までに広範 に用 い られて き
た シ トクロムC還元法で定量 された〇三一生成能 と比較 ・検討
することを目的する。
∬.方 　 法
1.予備 実験の概要および被検者
　 本実験 に先立 ち、2つ の予備実験 を実施 した。予備実験
1では、血液か ら単離 した好 中球の02　生成能を、PMA刺
激 を用 いたシ トクロムC還元法にて、分離直後か ら分離後
8時 間までの経時的変化 を一時間毎 に調査 した。被検者は
健常 な男女6名(男 性3名 、女性3名)で あ り、平均年齢、
身長 、体 重 は、 そ れ ぞ れ34.83±6.0歳、171.3±0.Ocm、
6085±2.Okgであった。予備実験2で は、先行研究2・5.13.　IAl
での結果を追試するため、好中球 の酸素消費量 とシ トクロ
ムC還元法 に よる好 中球0、　生成能の測定 を行 った。被検
者は健常 な男女9名(男 性4名 、女性5名)で あ り、平均
年齢、身長、体重 は、それぞれ32.6±5.0歳、167.5±0.Ocm、
60.2±1.7kgであ った。なお、性差 による影響が見 られない
ため、身体特性 については男女の平均値 を用いて表示す る。
と した。 被検 者 の平 均年 齢 、身 長、 体重 は、そ れぞ れ
38.6±3.2歳、165.9±1.6cm、61.9±1.7kgであった。 なお、性
差による影響が見 られないため、身体特性 については男女
の平均値 を用いて表示する。 また、被検者38名の内、30歳
以下 の若年者20名 〔Young(Y)群;21.7±0.5歳、169.0±1!7
cm、63.3±2.3kg〕と40歳以上の中高齢者18名 〔Middle　old
(MO)群;57.4±1!7歳、162.3±2.5　cm、60.4±2.5　kg〕の2群
に分 け、2つ の方法で定量化 された好 中球02生 成能 を検
討 した。PP-Hスピンプローブ法 とシ トクロムC還元法にお
ける好 中球Oz一生成能の評価 において、被検者は、38名の
内、9名(322±4.7歳、171.7±24cm、64.3±2.lkg)を対象
とした。実験 に先立ち、被検者全員 に本研究の趣 旨および
安全性 につ いて、口頭 と紙面にて十分な説明 を行い、 自主
的な参加 を同意書によ り得た。 なお、 この介入研 究につい
ては札幌医科大学の倫理委員会で検討 され実施の承認 を受
けた。
3.採 血 と好中球の分離
　 予備実験お よび本実験 ともに、安静時にヘパ リンコーテ
ィング した シリンジを用いて、肘静脈 より約25～30mlの採
血 を行 った。血液か らの好中球 の分離 は、既報H)に従 い、
細胞濃度が約20～2.5×107cels/mlになるようにリン酸緩衝
生理食塩水 〔Phosphate　buffered　saline;PBS(一)〕を用い
て好 中球浮遊液 を作成 した。浮遊液中の細胞濃度 は、 自動
血球 カウンター(エ ムエステクノシステムズ社製)を 用い
て、細胞核 内のDNAを 染色す るヨウ化 プロピデ ィウム法
によ り、生存率 と合わせ て算出 した。
2.本実験の概要および被検者
　本実験では、好中球のOz一生成能を2つ の方法を用いて
評価 し、比較 ・検討を行った。CM-Hスピンプローブ法と
シトクロムC還元法における好中球α一生成能の評価におい
て、被検者は、19歳から72歳までの健常な男女38名を対象
4,シ トクロムC還元法 による好中球α 一生成能の測定
　既報R)に従い、1×106ceUs/ml当た りの好 中球02一生成能
を、PMA(Sigma社製)とOZを 刺激剤 に、二波長分光光
度計(556型二波長 自記分光光度計、 日立製作所製)を 用
いて、シ トクロムC還元法に より実施 した。PMAは 、使用
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直前 にジメチルスルフォキシ ド(和光純薬工業株式会社製)
で25μg/mlの濃 度 に調整 した。　OZは、20mgのZymosan
(Sigma社製)を 、先行研究2°)に若干の修正を加えて調整 し、
好中球107個当た り、OZが約500μgになるようにPBS(一)
にて懸濁 した。記録 され る好 中球α 一生成能の1検 体あ た
りの測定時間は、PMA刺 激で は10分、　OZ刺激 では約20分
間であった。
5.好 中球の酸素消費量の測定
　 1×1(rcels/ml当た りの好 中球の酸素消費量 を、　PMAと
OZを刺激剤 に、 クラーク式酸素電極(Hansatech社製)を
用いて既報12>に従 い実施 した。すべての反応液がlm1にな
るように、分離 された好 中球の浮遊液(細 胞濃度が約2.0～
2.5×107cells/ml)、　MgCL2およびグル コー ス(最 終濃 度
1mM)を 含むPBS(一)、刺激剤 と してPMAま たはOZを
37℃にて調整 した。
6.ESRを用 いた環状 ヒ ドロキ シルアミンによるスピンプ
　　ローブ法
　 2.5×104cells/ml当た りの好 中球 〇三一生 成 を 、　PMA
(Sigma社製)とOZを 刺激剤 に、　ESR(JES-REIX、日本電
子株式会社)を 用いて、スピンプローブ法 により実施 した。
既報8)によって分離 された好中球 を、細胞濃度が約5.0×105
cels/mlになるようにPBS(一)で 調整 し、好中球浮遊液を
作成 した。環状 ヒ ドロキ シルア ミンCM-H(図3)お よび
PP-H(ALEXIS　BIOCHEMICALS社)は、酸素を除去する
ためにアルゴ ンガスで20分間バ ブ リングしたPBS(一)で
調整 した(最 終濃度10mM)。さらに、微量遷 移金属 イオ
ンに よる環状 ヒ ドロキシルア ミンの 自動酸化を減少す るた
め にDTPA(Diethylentriamine-N、　N、　N、'N"N"-
pentaacetic　acid)(最終濃度2mM)を 添加 した。
　測定試料のサ ンプルは、 シ トクロムC還元法で用いた も
の と同様の緩衝液160μ1に、好中球 浮遊液か らサ ンプルを
10μ1入れ、37℃で5分 間インキュベーシ ョンした。その後、
CM-HまたはPP-Hを20μ1添加 した後、　SODを10μ1、刺激剤
(PMAは10μ1、　OZは20μ1)をそれぞれ添加 し、再 び37℃
にて5分 間イ ンキュベー ションを行った。SODは、好 中球
0ゼ生成能のバ ックグラン ドとして用 いた。 イ ンキュベ ー
シ ョン終了後、それ らをよく混和 し、ガラス製の毛細管 に
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図3.環 状 ヒ ドロキ シルア ミンCM-Hとスーパ ーオキシ ド
　　　による化学反応
て10μ1吸い上 げ、ESRに セ ッ トして測 定 を開始 した。
PMA、　OZ刺激好 中球02一生 成能 は、得 られたシグナル強
度か らSODの添加 のみで得 られた シグナル強度を減 じ、算
出 した。ESRの測定条件は、　Sweep　width=5mT、　Sweep
Time=3.5min,　Gain;CM-H=5.O　X　100,　PP-H=1.O　X　1000,
Modulation　Width=0.63　X　O.1mT,　Time　constant=O.lsec,
Center　Field=335.5mT,　Power=IOmW,　Frequency=
9.43GHLであった。　ESRによる好 中球0ゼ生成能の1検 体 当
た りの測定時間は、刺激剤に よって時間が異 なることな く、
一定 して3分 間であった。
7.統計処理
　測 定結果は、全て平均値 ±標 準誤差で表 した。PMAと
OZ刺激 にお け る好 中球02一生 成能 の差 の検定 に は、　Stat
Viewを用いた分散分析 を行い、有意差が認め られた場合 は、
適宜Bonferroni/Dunnet法にてPost-hoc多重比較 を行 った。
変数 間の関連性 につ いては、Pearsonの相 関係数 を求め、
Fisherのrのz変換 にて有意性 を求めた。なお、危険率はす
べ て5%未 満 で有意 とした。
皿.結 　 　果
1.予 備実験
　図1は 、好中球〇三一生成能 にお ける経 時的変化 を示 して
お り、血液か ら分離 した直後の値 を1と した相対値の変化
を表 して いる(予 備実験1)。 血液か ら分離、作成 された
好中球 浮遊液中 における好 中球の生存率は、被検者全員の
平均値 で98.3±0.3%であ った。細 胞濃度 は、2.0±0.1×107
cells/mlであ った。分離後の好中球0ジ 生成能は、 それぞれ
1時間後(1.10±0.05)、2時間後(0.94±0.02)、3時間後
(α90±0.05)、4時間後(α84±0.05)、5時間後(oso±0.05)、
6時 間後(0.76±0.05)、7時間後(0。71±0.06)、8時間後
(α64±11・)、であ り、分離直後 と比較 して、3時 間後 で低
下す る傾 向(p<11)、4時 間後(p<0.022)、5時間後
(p<0.0056)、6時間後(p<0.0012)、7時間後(p<
1111)、8時間後(p<0。0001)にかけて有意な低下が認
め られた。 図2は 、刺激剤 としてPMAお よびOZを用 いた
ときの好 中球 の酸素消 費量(A)と 好中球of生 成能(B)
を示 してい る(予 備実験2)。 好 中球 浮遊液 中にお ける好
中球 の生存率 は、被検者全員の平均値で98.5±0.2%であっ
た。細胞濃度は、2.3±o.o×107　cels/mlであった好中球にお
け る酸素消費量(nmol/min/107cells)は、　PMA刺 激で は
55.20±3.9、OZ刺激で は52.02±9.1であ り、両者に有意 な変
化は認め られなかった。好 中球02一生成能(nmoレmin/107
cells)は、　PMA刺 激では50.8±5.7、　OZ刺激で は3.4±0.1で
あ り、OZ刺激の好中球Ozは、　PMA刺激 と比較 して有意な
低値が認 められた(pく0001)。
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図4.シ トクロムC還 元法(A)お よびCM-Hスピンプロ
　　　ーブ法(B)に よ って測 定 されたPMA・OZ刺激好
　　　中球 スーパ ーオキシ ド生成能
図5.ESRによって測定されたCH・シグナル強度の典型例
2.シ トクロムC還元法およびCM-Hスピンプロー ブ法にお
　　 ける好中球Oz一生成能
　 血液か ら分離、作成 された好中球浮遊液中にお ける好中
球の生存率 は、被検者全員の平均値で98.2±0.3%であった。
細胞濃度は、2.4±0.9×107cels/mlであった。
　 シ トクロムC還元法における被検者全 員の好 中球Or生 成
能(nmoL/min/107cells)は、　PMA刺激で は、72.3±4.0であ
り、OZ刺激では、7.8±0.7であ り、PMAと 比較 して、　OZに
おいて有意(p<111)な 低値を示 した(図4A)。　Y群、
MO群 にお ける好中球〇三　生成能(nmol/min/107cells)は、
PMA刺激で はY群;77.3±5.5、　MO群;・・:±0.7、　OZ刺激で
はY群;9.5±5.7、MO群;77.3±0.7であ り、どちらの刺激剤 を
用いて も、両群 における好 中球0ゼ 生成能の変化 は認め ら
れなか った(図 省略)。
　 図5は 、刺激剤(PMAとOZ)お よびSODを添加 したと
きに、ESRによって測定 されたCH・の シグナル強度の典型
例 を示 している。CM-Hスピンプローブ法 における好中球
〇三　生 成 能 に お け る 被 検 者 全 員 の 好 中球 α 一生 成 能
(arbitrarity　Un 、　au.)は、　PMA刺 激では、336.5±17.5で
あ り、OZ刺激 では、459.2±17.9であ った。　CM・Hスピンプ
ローブ法 にお ける好 中球02胃生成能は、PMAと 比較 して、
(nmoUmin/10'cells)
Cytochrome　c　reduction　assay
(・m・Umin/107ce11・)
図6.シ トクロムC還元法とCM-Hスピンプローブ法によ
　　　 って測定 された好中球スーパーオキシ ド生成能の
　　　関係
　　　AはPMA刺激,　BはOZ刺激 を表 している.
OZにおいて有意(p<111)な 高値 を示 した(図4B)。　Y
群、MO群 におけ る好中球Or生 成能(au.)は、　PMA刺激
で は、Y群;347.7±23.4、　MO群;324.1±26.7、　OZ刺激で は、
Y群;495.3±20.3、MO群;419.0±220であ り、　PMA刺激では
変化が認め られ なかった 一方で、OZ刺激ではY群 と比較 し、
MO群 において有意な低値(p<0.03)を示 した(図 省略)。
3.シ トクロムC還元法 とCM-Hスピンプローブ法 による好
　　 中球α 一生成能の関係
　PMA刺激における シ トクロムC還元法 とCM-Hスピ ンプ
ローブ法における好 中球〇三一生成能の関係 につ いて示 した
(図6A)。両者の間に中程度なが ら正の相 関関係が認め ら
れた(r=0.64、p<o.ol、　n=38)。　OZ刺激におけるシ トク
ロムC還元法 とCM-Hスピンプローブ法における好 中球02一
生成能の関係 には、相関関係 は認め られなかった(図6B)。
4.シ トクロムC還元法およびPP-Hスピンプロー ブ法 にお
　　 ける好中球02一生成能
　血液か ら分離、作成 された好中球 浮遊液中における好中
球 の生存率 は、被検者全員の平均値で98.7±o.1%であった。
細胞濃度は、2.3±oo×107　cels/m1であった。
　 シ トクロムC還元法における被検者全員の好中球〇三一生成
能(nmoレmin/107cels)は、　PMA刺激では67.0±5.6、　OZ刺
激 では2.9±0.4であ り、PMAと 比較 して、　OZにお いて有意
(p〈111)な低値 を示 した。
　PP-Hスピンプロー ブ法における被検者全員の好 中球02一
生成能(a.u.)は、　PMA刺激で は176.2±15.4、　OZ刺激 では
6.8±7.8であ り、PMAと 比較 して、　OZにおいて有意 な(p
<111)低値を示 した。
】v.考 察
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　本研究は、好中球から生成されるozの検出・定量化を、
ESRを用いた環状ヒ ドロキシルアミンCM-Hによるスピン
プローブ法において調査 した最初の研究である。
　 ヒトの非特異的免疫能の指標である好中球のα 一生成能
は、生体防御機構の第1線 を担うことから、その定量を正
確に評価する必要がある。これまで頻繁に用いられている
シトクロムC還元法は、測定方法が容易なこと、連鎖反応
が少ないことか ら、02一の半定量に適 していると考えられ
ている8}。しかしながら、好中球はOZのような粒子によっ
て刺激されると、食胞を形成して細胞内で0ゼを生成する9)
が、細胞外に放出されたozを定量化 しているこの方法で
は、正確に評価 しているといえない。また、シ トクロムC
還元法は、測定に時間を要するため、多くの検体を一度に
測定することは不向きである。このようなことから、健康
科学やスポーツ科学への応用のためにもofの新たな測定
法の開発が必要であると考えられた。
　不対電子をもつoz一は、高い反応性を持ち、安定性が低
いことから、その測定は困難とされている。ESRは、最 も
敏感かつ正確に、直接oz一を測定する装置であ り、一般に、
スピントラップ法を併用 した方法が用いられている9・2'・22・
23・24)。しかしながら、oz一の捕獲率が低いこと、スピンァ
ダクトの安定性 も低いことから25)、最近では、環状 ヒドロ
キシルアミンが注目されている。環状ヒドロキシルアミン
は、0ゼとの反応において、感度が非常に高く、ニ トロン
系スピントラップ剤 よりも100倍速く反応する16,li,?61。
　本研究の結果より、シ トクロムC還元法における好中球
02生成能は、PMAと比較 して、　OZにおいて有意な低値
を示 した。一方、CM-Hスピンプローブ法における好中球
02生成能は、PMAと比較 して、　OZにおいて有意な高値
を示した。予備実験(図2)に おいて示すように、呼吸バ
ース トによって消費される酸素はPMA、　OZ刺激ともに等
しいにもかかわらず、生成された0ゼは測定方法によって
異なる結果をもたらした。
　PMAは、シグナル伝達機構の終末に位置するPKCを活
性化させ1認28)、ozを生成させる刺激剤である。　PMAの
ような可溶1生の刺激剤では、食胞の形成やシグナル伝達機
構の関与が少ないため、生成されたoz一は細胞外に放出さ
れる。本研究の結果より、PMA刺激による好中球oz一生成
能は、シトクロムC還元法とCM-Hスピンプローブ法との間
に中程度ながら正の相関関係が認められたことから(p<
0.01、r=α64、)、　PMA刺激による好中球Oz一生成能は、ど
ちらの方法を用いても、結果は大きく異ならないと考えら
れる。 しかしなが ら、予備実験(図1)で は、好中球02一
生成能の経過的変化を調査したところ、分離直後と比較 し
て、3時 間後において低下する傾向が示された。よって、
血液から分離 した好中球oz一生成能は、2時 間以内に測定
を終えなければならない。PMAを用いたシトクロムC還元
法は、1度の測定時間に約10分間を要することか ら、この
方法を用いる場合には、少ない検体数で、しか も分離後は
できるだけ早く測定を行うことが条件となる。一方、CM-
Hスピンプローブ法では、1度 の測定にかかる時間は3分
間であるため、測定にかかる時間を短縮でき、より多 くの
検体を扱 う実験に適すると考えられる。また、採取 した血
液から得られる好中球数には、個人差がある。少量の好中
球数で測定が可能であれば、採血量 も減 らす ことができ、
被検者の負担 も減少につ なが る。 これ らのこ とか ら、
PMA刺激であっても、好中球02一生成能の測定には、シ ト
クロムC還元法よりもCM-Hスピンプローブ法の方が優れて
いると考えられる。
　OZは、好中球の膜上にある受容体 と結合して食胞を形
成 し、複雑なシグナル伝達機構を介して、NADPH　oxidase
を活性化させることからL6}、　in　vitroで最 も生体内の反応
に近い状態でOZ一生成能を評価で きる刺激剤である。本研
究におけるシ トクロムC還元法とCM-Hによるスピンプロー
ブ法による好中球02一生成能は、PMA刺激 と比較 してOZ
刺激では異なる結果を示 した。シトクロムC還元法とCM-H
スピンプローブ法の相関関係をみても、両者に関係は認め
られなかった。OZによる刺激は、食胞の形成によって細
胞内にα一が生成されるため、シトクロムC還元法では細胞
外に生成された0ガしか評価できていない。一方、細胞浸
透性のあるCM-Hスピンプローブ法では、生成されるOZ一は
PMA刺激よりも高値を示 した。 この結果から、　OZ刺激に
よる02一は、主に細胞内に放出されていることが明らかと
なった。先行研究では、OZ刺激による好中球oz生成は、
主に細胞内であることが報告されてお り9)、Ohnoら29>は、
好中球がOZやラテックス粒子等によって刺激されたとき、
〇三一由来のH,0,が食胞の細胞膜外面に集結することを報告
している。よって、OZ刺激における02一生成能の評価は、
細胞外のα一を定量しているシ トクロムC還元法ではな く、
細胞内に生成された02一を定量できるCM-Hスピンプローブ
法の方が適していることを示唆する。
2.シ トクロムC還元法とPP-Hスピンプローブ法における
　　好中球α一生成能の比較
　シトクロムC還元法による好中球0、一生成能が、細胞外に
放出された2を 定量していることを裏付けるため、細胞
浸透性のないPP-Hによるスピンプローブ法を用いて、細胞
外における好中球0を一生成能の調査 し、同時に、シ トクロ
ムC還元法による好中球02一生成能の測定 も行い検討した。
2つの方法で得 られたOZ刺激好中球of一生成能は、　PMA刺
激の値の約5～20%であり、同様の結果を示した。 したが
って、シトクロムC還元法による好中球02生成能は、主に
細胞外のozを定量 していることが考えられる。また、　PP-
HおよびCM-Hスピンプローブ法によって評価されたPMA
刺激好中球0ゼ生成能の値 をESRの測定Gainを調節 して比
較すると、CM-Hによる02一生成能が、　PP-Hと比較 して高
値を示 した。本来、PMAは食胞の形成を促さないことか
ら、生成したα 一を細胞外に放出すると考えられて きた。
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しかしながら、細胞浸透性のあるCM-Hを用いて、　PMA刺
激 された好中球は、細胞内においても02一を生成すること
が推察される。刺激剤 としてPMAを用いた先行研究では、
ozが食胞内および細胞外に放出されること3°)や、組織中
の0ゼ生成の測定において、ozが細胞表面だけではなく、
細胞内の食胞 に関与 しない小胞において生成されるこ
と3L　32}を報告 している。　CM-Hスピンプローブ法では、細
胞内外のOz生成の評価が可能であるが、細胞内 ・細胞外
における割合 までは評価できない。先行研究3°,31,32)による
結果が支持するように、PMA刺激された好中球が細胞内
においてoz一を生成する一方、　CM-Hは細胞内におけるoz一
との反応性が非常に高いことから、CM-H自体の自動酸化
によ り、0を一が生成された可能性 も考えられる。よって、
PMA刺激による細胞内外の0を一生成能については、今後、
より詳細に検討する必要がある。
3.シ トクロムC還元法とCM-Hスピンプローブ法における
　　好中球02一生成能の加齢による変化
　 これまでの結果を踏まえ、健康科学への応用的な研究と
して、Y群およびMO群の2群 に分け、シ トクロムC還元法
とCM-Hスピンプローブ法において、　PMA、　OZ刺激好中
球oz一生成能の比較を行った。シトクロムC還元法では、年
齢による好中球oz一生成能の変化は認められなかった一方
で、CM-Hによるスピンプローブ法では、　PMA刺激では変
化は認められなかったにもかかわらず、OZ刺激ではY群と
比較し、MO群において有意な低値を示した。このことか
ら、CM-Hによるスピンプローブ法を用いることで、シト
クロムC還元法では定量 しきれなかった加齢による好中球
0ゼ生成能の変化を明らかにすることができた。
　oz一生成は、細胞膜の流動性 に影響 されることが報告さ
れている認)。先行研究では、加齢に伴い細胞膜の流動性が
増加 し、受容体 を介する刺激剤において、Oz一生成能が低
下することを報告している卸また、NADPH　oxidaseの活性
経路には、好中球の小胞体からのCa2+の動員が含まれてお
り、加齢によって好中球内のCa2+濃度が低下することが認
められている35)。さらに、シグナル伝達機構 に関与するG
蛋白が加齢に伴って減少することも報告されている%}。細
胞膜の流動性や細胞内のCa2+濃度における加齢の影響が必
ず しも一致するわけではない37・38)が、本研究において、
MO群がOZ刺激好中球02生成が低値を示 したことは、こ
れらの要因が関与 していると考えられる。PMA刺激好中
球0含一生成は、加齢に影響 されないことが報告 されてお
り14,39,4°)、本研究においても同様の結果であった。さらに、
PMA刺激による好中球oz生成能は、　NADPH　oxidase活性
を反映する41)と報告されていることか らも、OZ刺激によ
る好中球02　生成能は、NADPH　oxidase自体の変化ではな
く、受容体か らNADPH　Oxidaseを活性させるまでのシグ
ナル伝達機構に要因があると推察される。
　本研究では、ESRを用いた環状ヒドロキシルアミンCM一
Hスピンプローブ法において、好中球02一生成能を評価す
ることができ、in　vitroでの02一の定量化に優れていること
を明 らかにした。特に、食胞の形成を促すOZ刺激による
0ゼの定量化についての問題点が改善され、今後、健康科
学やスポーツ科学の分野における分析評価に有効に用いら
れることが期待される。
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